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ВВЕДЕН И Е
По экспертным заключениям ВОЗ, паразитарными болезнями в мире 
поражено более 4,5 миллиардов людей, общее число пациентов с описторхозом 
в мире составляет около 2 млн. человек, причем на страны СНГ, и, главным 
образом, Россию, приходится более 30% инвазированных. Из 51 миллиона 
человек, ежегодно умирающих на Земном шаре, более чем у 16 миллионов 
причиной смерти являются инфекционные и паразитарные заболевания. В 
настоящее время гельминтозы признаны общегосударственной проблемой. Они 
занимают значительное место среди причин возникновения патологии 
человека. На первое место по тяжести течения можно поставить гельминтозы- 
зоонозы. Это обусловлено их повсеместным распространением и 
отрицательным воздействием на здоровье населения, что может приводить к 
значительным экономическим потерям. Согласно данным современной 
литературы, описторхоз -  это системное заболевание вызываемое трематодой 
Opisthorchis felineus, паразитирующей в протоках печени, желчном пузыре и 
поджелудочной железе, оказывающей аллергическое, механическое, 
нейрогенное воздействия с возможным присоединением вторичной инфекции и 
поражающей не только органы постоянного обитания гельминта, 
расположенные на путях его миграции, но и интактные органы и системы 
(Пальцев, А. И., 1994).
Первичные повреждения ДНК соматических и эмбриональных клеток 
хозяина, изменения числа апоптотических клеток, возможные повреждения 
генома инвазированного метацеркариями описторхисов хозяина при 
беременности, а также эмбриотоксические нарушения ранее не исследовались. 
Не известно формируется ли окислительный стресс при экспериментальном 
описторхозе в клетках хозяина. Первичные изменения ядерной молекулы ДНК 
лимфоцитов крови пациентов с диагнозом описторхоз при комбинированной 
терапии ранее не изучались. Раскрытие механизмов генотоксических, 
цитотоксических и эмбриотоксических воздействий инвазии описторхисами на 
млекопитающих даст возможность выявить факторы, определяющие 
врожденную патологию и разработать способы её профилактики.
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Связь работы с крупными научными программами, темами.
Диссертация выполнена в рамках научно-исследовательских работ кафедры 
медицинской биологии и общей генетики УО «Витебский государственный 
ордена Дружбы народов медицинский университет» и государственной научно­
технической программы по темам //Г'аггг а,,-^р11т-тгт1гт?тУ1ш?-т?г|1'т|Т 1г,чдп‘
Б и б л и отека
Учреждение образования 
“ Витебский государственны й 
ордена Д руж б ы  народов 
м едицинский  университет”
продукты гельминтов как потенциальные мутагены и тератогены в системе 
паразит-хозяин» (Гос. per. № 20072808, 2007-2011 гт.), «Изучить на основе 
нанотехнологий особенности патогенеза и разработать эффективные способы 
лечения и диагностики трихинеллеза, описторхоза и трихоцефалеза человека» 
(тема-задания 03.01/11, Гос. per. № 20114734,2011-2015 гг.).
Диссертационная работа соответствует приоритетному направлению 
фундаментальных и прикладных научных исследований Республики Беларусь 
(постановление Совета Министров Республики Беларусь от 19 апреля 2010 г. 
№ 585) 3.3 «Генетика и геномика растений, животных, микроорганизмов и 
человека, включая вопросы сохранения генетических ресурсов».
Цель исследования: изучить цитогенетическое и эмбриотоксическое 
воздействия метаболитов кошачьего сосальщика на соматические клетки и 
эмбрионы хозяина в зависимости от продолжительности сроков инвазии, дозы 
заражения и стадии беременности хозяина, при комбинированной терапии, а 
также установить первичные повреждения ДНК и уровень апоптоза 
соматических клеток человека до и после лечения описторхоза.
Задачи исследования:
1. Изучить генотоксический и цитотоксический эффекты в клетках 
костного мозга, печени и крови золотистых хомяков при экспериментальном 
описторхозе на разных сроках наблюдения от начала инвазии.
2. Установить возможные изменения в ядерной ДНК и возникновение 
апоптоза клеток костного мозга у беременных самок золотистых хомяков и 
клетках их эмбрионов в зависимости от дозы заражения инвазионным 
материалом до наступления беременности, определить эмбриотоксический 
эффект описторхозной инвазии.
3. Исследовать влияние введения на разных стадиях беременности 
белкового соматического продукта из тканей описторхисов на 
цитогенетические изменения в соматических клетках самок золотистых 
хомяков и в эмбриональных клетках зародышей, а также установить уровни 
предимплантационной и постимплантационной гибели эмбрионов.
4. Выявить возможные изменения в эмбриогенезе, проявляющиеся только 
в постнатальном периоде жизни потомства золотистых хомяков у самок 
заражённых кошачьим сосальщиком до наступления беременности.
5. Изучить возможные изменения в содержании продуктов перекисного 
окисления липидов и установить активность ферментов антиоксидантного 
характера в организме хозяина при экспериментальном описторхозе.
6. Определить генотоксический и цитотоксический эффект в 
соматических и эмбриональных клетках, пред- и постимплантационную гибель 
зародышей у инвазированных до наступления беременности самок золотистых 
хомяков при использовании специфической, патогенетической и
4
антиоксидантной терапии экспериментального описторхоза, а также установить 
изменение уровней первичных повреждений ДНК и апоптоза в лимфоцитах 
периферической крови пациентов с диагнозом описторхоз до и после 
комбинированного лечения.
Научная новизна:
-  выявлены новые аспекты патогенеза описторхоза, обусловленные 
генотоксическим и цитотоксическим воздействиями продуктов 
жизнедеятельности кошачьего сосальщика на соматические и эмбриональные 
клетки животных, лимфоциты пациентов и раскрытие механизмов этих 
воздействий на основе установления окислительного стресса в клетках 
зараженного хозяина;
-  установлено эмбриотоксическое воздействие продуктов
жизнедеятельности описторхисов, во время беременности самок золотистых 
хомяков, которое характеризуется ростом предимплантационной и 
постимплантационной гибели эмбрионов, снижением их массы,
краниокаудального размера, повышением уровней первичных повреждений 
ядерной ДНК клеток эмбрионов и их апоптоза;
-  экспериментально обосновано применение комплексной терапии 
описторхоза млекопитающих и человека, включающей в себя специфическую 
(празиквантель), патогенетическую (ибупрофен) и антиоксидантную (комплекс 
витаминов С, Е, Р-каротин с селеном), с целью защиты наследственного 
аппарата соматических, эмбриональных клеток хозяина от генотоксического, 
цитотоксического и эмбриотоксического воздействия метаболитов кошачьего 
сосальщика, нормализации уровней постимплантациоиной гибели эмбрионов.
Положения, выносимые на защиту:
1. Метаболиты марит кошачьего сосальщика обладают генотоксическим, 
цитотоксическим и эмбриотоксическим воздействием на организм хозяина, 
вызывая рост первичных повреждений ядерной молекулы ДНК и увеличение 
числа апоптотических клеток эмбрионов, костного мозга, печени и крови 
инвазированных животных. Возрастание показателей эмбриотоксичности, 
уровня апоптотических клеток и повреждение ДНК наблюдается при 
увеличении дозы введенного инвазионного материала при заражении. Наличие 
описторхозной инвазии у самок золотистых хомяков до наступления 
беременности приводит к снижению численности потомства, уменьшению 
средней массы тела животных в помёте и повышению индекса гибели 
золотистых хомяков в постнатальном периоде жизни.
2. Белковый соматический продукт из тканей описторхисов оказывает 
генотоксическое, цитотоксическое и эмбриотоксическое воздействие на 
соматические и эмбриональные клетки при его введении беременным самкам 
золотистых хомяков на стадиях раннего и позднего органогенеза, а также
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плодного периода, при этом наблюдается рост первичных поврежденной ДНК и 
увеличение числа апоптотических клеток, изменяются показатели пред- и 
постимплантационной гибели, краниокаудального размера и средней массы 
эмбрионов.
3. При экспериментальном описторхозе в организме хозяина развивается 
окислительный стресс, который характеризуется увеличением концентрации 
продуктов псрекисного окисления липидов, снижением активности ферментов- 
антиоксидантов и общей антиоксидантной активности с максимальной 
выраженностью этих изменений к 60-му дню от начала инвазии.
4. Сочетанная терапия экспериментального описторхоза, включающая в 
себя специфический антигельминтный препарат (празиквантель), нестероидное 
противовоспалительное средство (ибупрофен) и антиоксидантный комплекс 
витаминов С, Е, p-каротин с селеном является наиболее эффективным способом 
защиты генома хозяина и его эмбрионов, так как максимально приближает 
значения показателей генотоксичности, цитотоксичности и эмбриотоксичности 
к уровню интактного контроля. Комбинированное лечение описторхоза 
человека приводит к снижению уровней первичных повреждений ДНК и 
апоптотических лимфоцитов крови пациентов с диагнозом «описторхоз» до 
показателей доноров.
Личный вклад соискателя учёной степени. Идея работы и ее 
методическое выполнение были предложены научным руководителем, 
доктором медицинских наук, профессором В. Я. Бекишем. Паразитологические, 
цитогенетические, биохимические исследования выполнены непосредственно 
диссертантом. Самостоятельно проведена статистическая и графическая 
обработка полученных данных, иодготовлены публикации и написана рукопись 
диссертации.
В публикациях автора представлены результаты исследований по 
изучению генотоксического, цитотоксического и эмбриотоксического 
воздействия кошачьего сосальщика на самок золотистых хомяков и их 
эмбрионов во время беременности, выполненных при методической помощи 
д.м.н., профессора В. Я. Бекиша; к.б.н., доцента В. В. Зориной. Изучение 
генотоксических и цитотоксических эффектов в лимфоцитах крови пациентов с 
диагнозом «описторхоз» до и после комбинировашюй терапии проводились 
совместно с д.м.н., профессором В. Я. Бекишем. В соответствии с требованиями 
пункта 18 «Положения о присуждении ученых степеней и присвоении ученых 
званий в Республике Беларусь» по теме диссертации опубликовано 28 работ. 
Автором обоснована схема комбинированной терапии описторхоза человека, на 
основании чего разработана инструкция по применению «Комбинированный 
метод лечения описторхоза», утверждена в Министерстве здравоохранения 
Республики Беларусь 12.06.2013г., рег.№ 045-0413.
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Автор выражает искреннюю признательность научному руководителю, 
доктору медицинских наук, профессору В. Я. Бекишу, соавторам публикаций, 
сотрудникам кафедр медицинской биологии и общей генетики, инфекционных 
болезней Витебского, Гродненского и Гомельского медицинских 
университетов.
Апробация диссертации и информация об использовании её 
результатов. Результаты исследования и основные положения диссертации 
доложены на: 68-й, 69-й научных сессиях университета «Достижения 
фундаментальной, клинической медицины и фармации» (Витебск, 2013, 2014); 
64-й, 65-й, 66-й итоговых научно-практических конференциях студентов и 
молодых ученых «Актуальные вопросы современной медицины и фармации» 
(Витебск, 2012, 2013, 2014); VIII и IX Республиканской научно-практической 
конференции с международным участием «Современные аспекты патогенеза, 
клиники, диагностики, лечения и профилактики паразитарных заболеваний» 
(Витебск, 2012, 2014); 14-й научной конференции «Теория и практика борьбы с 
паразитарными болезнями» во Всероссийском институте гельминтологии им. 
К. И. Скрябина (Москва, 2013); XI, XII, XIII, XIV Международных 
конференциях «Студенческая медицинская наука XXI века» (Витебск, 2011, 
2012, 2013, 2014); Х-й Международной научно-практической конференции 
молодых ученых «Аграрное производство и охрана природы» (Витебск, 2011); 
XI Международной конференции молодых учёных «Инновации в ветеринарной 
медицине, биологии, зоотехнии» (Витебск, 2012); 6-ом Съезде инфекционистов 
Республики Беларусь «Актуальные вопросы инфекционной патологии» 
(Витебск, 2014).
По результатам исследований была разработана и утверждена к 
практическому использованию в Министерстве здравоохранения Республики 
Беларусь инструкция на способ лечения описторхоза человека (12.06.2013г. 
рег.№ 045-0413). Произведено внедрение результатов исследования в 
практическое здравоохранение на базе УЗ «Гомельская областная 
инфекционная клиническая больница», УЗ «Витебская областная
инфекционная клиническая больница», УЗ «Жлобинская ЦРБ», УЗ 
«Бешенковичская ЦРБ», УЗ «Мозырская городская больница», УЗ «Кричевская 
ЦРБ». Данные, полученные в результате проведенных исследований, 
используются в учебном процессе, при чтении лекций и проведении 
лабораторных занятий, на кафедре медицинской биологии и общей генетики 
УО «Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский 
университет», что подтверждается семью актами о внедрении.
Опубликование результатов диссертации. Основные результаты 
диссертации опубликованы в соответствии с требованиями пункта 18 
«Положения о присуждении ученых степеней и присвоении ученых званий в
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Республике Беларусь» в 5 научных статьях в журналах общим объемом 2,7 
авторских листа, из которых написаны лично автором 2,3 авторских листа. 
Опубликована также 21 статья в отечественных сборниках конференций и 
съездов и 2 статьи в зарубежных сборниках конференций суммарным объемом
4,72 авторских листа.
Суммарный объем всех 28 публикаций составляет 7,42 авторских листа, 
из которых лично автору принадлежит 85% или 6,3 авторских листа.
Структура и объем диссертации. Диссертация написана на русском 
языке и состоит из введения, общей характеристики работы, 7 глав, 
заключения, списка литературы, материалов внедрения. Диссертация изложена 
на 208 страницах (без рисунков, списка использованных источников, 
приложений и материалов внедрения -  117 страниц). Библиографический 
список включает 305 наименований, а так же 29 публикаций автора.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Аналитический обзор литературы. В главе изложены современные 
данные литературы о генотоксических, цитотоксических и эмбриотоксических 
нарушениях в организме хозяина при гельминтозах.
М атериалы и методы исследований. Материалами для исследования 
были; 400 голов золотистых хомяков, в 4-5 месячном возрасте массой 60-80 г, 
кровь 28 пациентов с диагнозом «описторхоз» в возрасте от 32 до 56 лет (16 
мужчин и 12 женщин), 10 доноров в возрасте от 20 до 30 лет. За две недели до 
начала исследования подопытные животные проходили карантин и 
содержались на стандартном рационе в сухом помещении с искусственным 
освещением. Для достижения цели и решения поставленных задач выполнено 8 
серий опытов, из которых 7 были выполнены на подопытных животных, 1 на 
крови пациентов с диагнозом «описторхоз» и была направлена на изучение 
состояния генома человека до и после комбинированного лечения заболевания. 
В первой серии исследовали генотоксический и цитотоксический эффекты в 
клетках костного мозга, печени и крови у золотистых хомяков при 
экспериментальном описторхозе на разных сроках наблюдения методом 
щелочного гель-элекгрофореза изолированных клеток. Во второй серии 
исследовали возможные изменения в ядерной ДНК и возникновение апоптоза 
клеток костного мозга у беременных самок золотистых хомяков и клетках их 
эмбрионов в зависимости от дозы заражения кошачьим сосальщиком, а также 
определяли эмбриотоксический и фетотоксический эффект инвазии. В 
третьей серии изучали на разных стадиях беременности, влияние 
сенсибилизации белковым соматическим продуктом из тканей описторхисов на 
цитогенетические изменения в эмбриональных клетках и клетках костного 
мозга золотистых хомяков, а также определяли эмбриотоксический эффект 
сенсибилизации. Четвертая серия была посвящена изучению влияния
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описторхозной инвазии у золотистых хомяков на изменение концентрации 
продуктов перекисного окисления липидов, дненовых конъюгатов, малонового 
диапьдегида и активности ферментов антиоксидантного характера -  
супероксиддисмутазы и каталазы, а также общей антиоксидантной активности. 
В пятой серии у золотистых хомяков определяли генотоксические и 
цитотоксические изменения в клетках крови и печени при использовании 
специфической, патогенетической и антиоксидантной терапии описторхоза с 
использованием метода «ДНК-комет». В шестой серии определяли 
генотоксические, цитотоксические и эмбриотоксические изменения у 
эмбрионов самок золотистых хомяков до и после использования 
специфической, патогенетической и антиоксидантной терапии 
экспериментального описторхоза с использованием метода «ДНК-комет». 
В седьмой серии опытов изучали уровни первичных повреждений ДНК и 
апоптоз клеток в крови у пациентов с диагнозом «описторхоз» до и после 
лечения празиквантелем с ибупрофеном и комплексом витаминов 
антиоксидантного характера с селеном. В восьмой серии опытов исследовали 
возможные изменения в эмбриогенезе, проявляющиеся только в постнатальном 
периоде жизни потомства золотистых хомяков (количество голов в помете, 
количество живых и мертворожденных хомяков, средняя масса животных в 
помете, наличие внешних уродств, длина плода при рождении (см), длина 
хомяков на 25 день (см), открытие глаз (сутки), выживаемость потомства на 25 
день) у самок заражённых описторхозом до беременности.
Статистическая обработка полученных результатов производилась на 
ПЭВМ с использованием методов вариационной параметрической статистики. 
Рассматривали среднюю арифметическую и ее стандартное отклонение 
(M+SD). Методы параметрической статистики включали т-критерий 
Стьюдента-Фишера для характеристики достоверности различий нормально 
распределенных данных. Для всех статистических расчетов использовали 
программные пакеты Statistica v. 10 для Windows и Microsoft Excel 2010.
Объем проведенных исследований. Для достижения цели и решения 
поставленных задач было проанализировано 86400 клеток животных (клетки 
печени, крови, костного мозга и эмбриональные клетки) в 864 микропрепаратах 
«ДНК-комет». Проведены 250 биохимических исследований и 160 
исследований маток золотистых хомяков на предмет предимплантационной 
гибели и постимплантационной смертности эмбрионов. Исследовано 
постнатальное развитие потомства на 167 головах золотистых хомяков. 
Изучено 19000 клеток лимфоцитов крови человека в 190 препаратах.
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РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
Повреждения ядерной ДНК соматических и эмбриональных клеток 
хозяина при описторхозе.
Установлено, что мариты кошачьего сосальщика обладают 
генотоксическим воздействием на соматические клетки организма хозяина на 
7-й, 14-й, 21-й, 28-й, 35-й, 60-й, 90-й, 120-й и 150-й дни от начала инвазии, 
которое характеризуется увеличением количества одноцепочечных разрывов и 
щелочно-лабильных сайтов ядерной ДНК в клетках крови, костного мозга и 
печени in vivo. Рост уровня первичных повреждений ДНК в клетках хозяина 
был обусловлен повышением числа мелких разрывов ДНК (рост «длины 
хвостов комет»), увеличением процента поврежденной ДНК, а также 
возрастанием основного показателя генотоксичности -  «момента хвоста комет» 
(рисунок 1).
Ш  Момент "хвоста комет", контроль О  Момент "хвоста комет", опыт 
Примечание -  достоверное отличие от данных интактного контроля -  *, при Р<0,05 
Рисунок 1. -  Показатель «момент хвоста комет» клеток крови золотистых хомяков при 
экспериментальном описторхозе на разных сроках наблюдения от начала инвазии
Наиболее выраженные генотоксические эффекты во всех исследуемых 
типах клеток наблюдались на 7-й, 14-й и 28-й дни наблюдения от начала 
инвазии. На более поздние сроки наблюдения все исследуемые показатели во 
всех типах клеток были ниже, чем на ранних сроках, но достоверно превышали 
контрольные показатели. Исходя из полученных данных, мы можем 
предполагать, что до 28-го дня в организме золотистых хомяков протекала 
острая фаза заболевания, которая затем перешла в хроническую. 
Генотоксический эффект инвазии кошачьим сосальщиком раньше проявился в
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клетках крови и костного мозга и позднее наблюдался в клетках печени 
золотистых хомяков.
Генотоксическое воздействие описторхозной инвазии на клетки хозяина 
зависит от дозы введенного инвазионного материала при заражении и 
достоверно возрастает при ее увеличении. Дозозависимое воздействие 
отчётливо прослеживалось на росте «момента хвоста комет» в клетках костного 
мозга и эмбриональных клетках при увеличении дозы заражения с 2 до 4 
метацеркариев на грамм массы тела животного. Так, основной показатель 
генотоксичности -  «момента хвоста комет» возрастал в клетках костного мозга 
самок и в клетках их эмбрионов в 6,6 раза и в 8,1 раза соответственно.
При внутрибрюшинном введении белкового соматического продукта из 
тканей описторхисов беременным самкам золотистых хомяков, наблюдается 
выраженный генотоксический эффект на стадиях раннего, позднего 
органогенеза и плодного периода, как в клетках костного мозга животных, так 
и в клетках их эмбрионов. Основной показатель генотоксичности -  «момент 
хвоста комет» в клетках костного мозга самок и клетках их эмбрионов 
возрастал в 6 -  42,5 раза и в 4 -  30,5 раза соответственно.
Описторхозная инвазия у человека сопровождается генотоксическим 
эффектом в лимфоцитах крови пациентов, который характеризуется ростом 
количества одноцепочечных разрывов щелочно-лабильных сайтов ядерной 
ДНК. Значение основного показателя генотоксичности «момента хвоста комет» 
превысило в 16,5 раза данные контрольной группы.
Цитотоксическое воздействие кошачьего сосальщика па 
соматические и эмбриональные клетки хозяина.
Установлено, что мариты кошачьего сосальщика обладают 
цитотоксическим воздействием, которое характеризуется ростом процента 
апоптотических клеток. Цитотоксический эффект описторхозной инвазии 
проявляется на всех сроках наблюдений (рисунок 2).
Цитотоксическое воздействие метаболитов марит кошачьего сосальщика 
при экспериментальном описторхозе зависело от дозы заражения животных 
инвазионным материалом. При увеличении дозы заражения с 2 до 4 
метацеркариев на 1 г массы тела животного в костном мозге наблюдался рост 
апоптоза в 3,8 раза. Дозозависимый цитотоксический эффект метаболитов 
марит кошачьего сосальщика, (рост процента апоптотических клеток в 2,6 
раза), был также установлен в эмбриональных клетках.
п
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Рисунок 2. -  Процент апоптотических клеток крови золотистых хомяков при 
экспериментальном ояисгорхозе на разных сроках наблюдения от начала инвазии
Окислительный стресс в организме хозяина при экспериментальном 
описторхозе.
На основании проведенного исследования было установлено, что у 
золотистых хомяков при экспериментальном описторхозе с 30-го по 90-й дни 
инвазии происходили разнонаправленные процессы раскрывающие динамику 
формирования окислительного стресса. Изменения концентраций продуктов 
перекисного окисления липидов и активностей ферментов антиоксидантного 
характера, вероятно, являются ответом организма хозяина на внедрение 
паразита и запуском свободнорадикальных процессов, направленных на борьбу 
с ним и стабилизацией гомеостаза в целом. Сопоставляя полученные 
результаты с данными научной литературы, можно сделать вывод, что рост 
концентраций малонового диальдегида и диеновых конъюгатов характеризует 
повышение степени окислительного стресса, который может индуцировать 
патофизиологические процессы и повреждения ДНК. К 90-му дню инвазии мы 
наблюдаем уменьшение концентрации малонового диальдегида, диеновых 
конъюгатов, супероксидцисмутазы и приближение данных показателей к 
таковым в группе контроля, что может, в свою очередь, свидетельствовать об 
адаптативных процессах, протекающих в организме хозяина и возвращении 
перекисного окисления липидов близкому к нормальному состоянию 
гомеостаза. Анализируя активность каталазы на всех сроках исследования мы 
наблюдаем изменения характеризующие становление взаимоотношений в 
системе паразит-хозяин. С 30-го по 60-й день инвазии наблюдается снижение
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активности каталазы, что свидетельствует об увеличении степени 
окислительного стресса. От 60-го к 90-му дню инвазии показатель активности 
каталазы увеличивается в 3,1 раза и практически уравнивается с данными 
контрольной группы, что указывает на адаптацию организма хозяина к 
наличию паразита в нём, и переходе заболевания в хроническую стадию.
Генотоксический, цитотоксический и эмбриотоксический эффекты 
при комбинированном лечении описторхоза.
В результате проведённых исследований были получены объективные 
данные, которые отражают процессы негативного воздействия инвазии 
кошачьим сосальщиком на эмбриогенез у самок золотистых хомяков, а также 
гено- и цитотоксическое воздействие на клетки их эмбрионов. Установлены 
цито-, гено- и эмбриотоксические изменения в эмбриогенезе при 
терапевтическом воздействии лекарственных препаратов, применяемых при 
лечении экспериментального описторхоза.
Было выявлено, что в группе животных контроль на введение препаратов 
наибольший генотоксический эффект наблюдался при введении одного 
празиквантеля. Основной показатель генотоксичности -  «момент хвоста комет» 
в 2,8 раза превышал аналогичные данные контрольной группы, что 
характеризуется высоким ростом щелочно-лабильных сайтов и количеством 
одноцепочечных разрывов ядерной ДНК. При этом процент апоптотических 
клеток находился на уровне показателей группы контроля. Введение животным 
празиквантеля совместно с ибупрофеном снижает генотоксический эффект 
самого антагельминтика и уменьшает уровень апоптотических клеток. 
Показатели эмбриотоксичности также находились на самом высоком уровне 
при использовании одного празиквантеля. Трёхкратное введение ибупрофена 
значительно снижало эмбриотоксический эффект антагельминтика, но 
достигнуть показателей контрольной группы не удалось. Используя сочетание 
празиквантель (однократно), ибупрофен (трёхкратно) и комплекс витаминов с 
селеном (трёхкратно) уровень генотоксического воздействия антагельминтика 
полностью элиминировать не смогли, но уровень апоптотических клеток 
снизился на 37,5% по сравнению с показателем группы контроля.
Анализируя полученные показатели в опытной группе животных 
наблюдаем максимально выраженный генотоксический эффект на клетки 
эмбрионов при терапии экспериментального описторхоза одним 
антигельминтиком. Основной показатель генотоксичности -  «момент хвоста 
комет» в 14,3 раза превышал значение аналогичного показателя в группе 
интактного контроля и в  1,6 раза был выше, чем в группе чистой инвазии. 
Показатели предимплантационной и постимплантационной гибели в этой 
группе также находились на высоком уровне, по сравнению со значениями 
группы интактного контроля. Цитотоксический эффект описторхозной инвазии
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совместно с действием празиквантсля увеличился в 12,5 раз по отношению к 
животным контрольной группы.
В группе животных, пролеченных празиквантелем в сочетании с 
ибупрофеном, мы наблюдаем значительное снижение показателей 
генотоксичности и цитотоксичности. Это можно объяснить 
противовоспалительным эффектом ибупрофена, который улучшает 
микроциркуляцию сосудов, снижает высвобождение из клеток медиаторов 
воспаления и подавляет энергообеспечение воспалительного процесса. 
Основной показатель эмбриотоксичности -  «уровень предимплантационной 
гибели» снижается в 1,6 раза по сравнению с опытной группой животных, 
получавших монотерапию празиквантелем, при этом уровень 
постимплантационной гибели остаётся на очень высоком уровне.
При лечении экспериментального описторхоза у беременных самок 
золотистых хомяков третьей опытной группы по схеме: празиквантель 
(однократно), ибупрофен (трёхкратно) и комплекс витаминов С, Е, Р-каротин с 
селеном (трёхкратно) был получен максимально выраженный положительный 
эффект терапевтического воздействия на эмбриональном уровне. 
Генотоксический эффект инвазии на клетки эмбрионов уменьшился в 8,7 раза 
по сравнению с первой опытной группой (монотерапия празиквантелем) и лишь 
в 1,6 раза превышал показатель интактного контроля. Показатель 
цитотоксического эффекта инвазии оказался ниже на 33,3%, чем в группе 
интактного контроля и почти в 19 раз меньше по сравнению с группой, 
прошедшей терапию только празиквантелем. Основной показатель 
эмбриотоксичности -  «уровень предимплантационной гибели» в этой группе 
стал в 4,4 раза ниже, чем в группе чистой инвазии и в 2,7 раза меньше по 
отношению к первой опытной группе (монотерапия празиквантелем). Этот 
положительный эффект сочетанной терапии можно объяснить использованием 
комплекса витаминов с селеном, действие которого обусловлено эффектами 
входящих в его состав компонентов.
Инвазия кошачьими сосальщиками у человека сопровождается 
генотоксическим и цитотоксическим эффектами в лимфоцитах крови 
пациентов, которые характеризуются ростом количества едноцепичечных 
разрывов, щелочно-лабильных сайтов ядерной ДНК и увеличением 
апоптотических клеток до 3,4% (рисунок 3). Применение монотерапии 
празиквантелем для лечения описторхоза приводит к снижению 
генотоксического эффекта в лимфоцитах крови пациентов, но эти величины 
достоверно превышают показатели доноров крови. Монотерапия 
празиквантелем не изменяет высокий уровень апоптотических клеток. После 
лечения одним празиквантелем у 50% пациентов с описторхозом сохраняются 
жалобы на боли в правом подреберье, тошноту, высокие уровни эозинофилии,
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СОЭ, активности щелочной фосфатазы, титр антител к описторхозному 
антигену наблюдается увеличение прямого билирубина, сохраняется 
гепатомегалия. В фекалиях обнаруживаются яйца описторхисов. В связи с 
этим, половине пациентов с описторхозом, необходимо проведение повторного 
курса монотерапии празиквантелем. Применение для лечения описторхоза 
празиквантеля с ибупрофеном элиминирует генотоксический эффект инвазии, 
но не устраняет ее цитотоксический эффект. После лечения празиквантелем с 
ибупрофеном, у 20% пациентов сохраняются жалобы на боли в правом 
подреберье, эозинофилия, высокие уровни активности щелочной фосфатазы, 
титров антител к описторхозному антигену. В фекалиях обнаруживаются яйца 
описторхисов. В связи с этим, им через 30 дней был проведен повторный курс 
лечения празиквантелем с ибупрофеном. Высокой клинической 
эффективностью обладает комбинированное лечение описторхоза 
празиквантелем с ибупрофеном и комплексом витаминов С, Е, Р-каротин с Se. 
После лечения все пациенты жалоб не предъявляли, общий и биохимический 
анализы крови были в норме, антитела к описторхозному антигену не 
обнаруживались. В фекалиях яйца описторхисов не выявлялись. Повторного 
назначения комбинированной терапии не потребовалось. Эта схема терапии 
эффективно защищает геном пациентов с описторхозом, так как приводит к 
снижению уровней первичных повреждений ДНК и апоптотических клеток.
Доноры Описторхоз Празикв. Праз+иЗ Праз+иб+Vit
□  Момент "хвоста комет" И % апоптотических клеток
Примечание -  достоверное отличие от данных группы контроля (доноры) -  *,
#достоверное отличие от данных пациентов с диагнозом описторхоз до лечения -  ,
достоверное отличие от данных пациентов, получавших терапию только празиквантелем -  ®, 
при Р<0,05
Рисунок 3. -  Основные показатели щелочного гель-электрофореза изолированных 
клеток лимфоцитов крови пациентов с диагнозом описторхоз
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основные научные результаты диссертации
1. Метаболиты марит кошачьего сосальщика обладают генотоксическим 
и цитотоксическим воздействием на соматические клетки золотистых хомяков 
на 7-й, 14-й, 21-й, 28-й, 35-й, 60-й, 90-й, 120-й и 150-й дни от начала инвазии. 
Генотоксическое воздействие в клетках крови было максимально выражено на 
14-й день от начала инвазии, при этом основной показатель генотоксичности -  
«момента хвоста комет» в опытной группе превышал контрольный показатель в 
8,2 раза. В клетках костного мозга значение показателя «момента хвоста комет» 
достигало максимального уровня на 60-й день от начала инвазии и в 14,5 раза 
превышало контрольные данные. В печени максимальный генотоксический- 
эффект, превышающий контрольные данные в 7,1 раза, наблюдался на 14-й 
день от начала инвазии. Максимально выраженный цитотоксический эффект 
описторхозной инвазии в клетках крови установлен на 21-й день от начала 
инвазии -  10,00±2,35%, а в клетках костного мозга -  на 7-й день наблюдений и 
составил 5,40±2,70%. В клетках печени процент апоптотических клеток был 
наиболее выражен на 28-й день исследований -  11,20±3,70% [2 ,5 ,7 ,8 ,9 ,1 1 ,1 5 , 
18].
2. Увеличение дозы инвазионного материала в 2 раза при заражении 
самок золотистых хомяков метацеркариями кошачьего сосальщика до 
наступления беременности сопровождается повышением эмбриотоксического 
воздействия и увеличением количества мёртвых эмбрионов по сравнению с 
группой контроля в 7 раз, при этом генотоксический эффект инвазии возрастает 
в 6,6 раза в клетках костного мозга самок золотистых хомяков и в 8,1 раза в 
эмбриональных клетках. Процент апоптотических клеток повышается в 2,3 раза 
в клетках костного мозга самок золотистых хомяков и в 2,1 раза в 
эмбриональных клетках [1, 2,20].
3. Белковый соматический продукт из тканей описторхисов обладает 
выраженным генотоксическим, цитотоксическим и эмбриотоксическим 
эффектом в соматических и эмбриональных клетках хозяина при 
сенсибилизации беременных самок золотистых хомяков на стадиях раннего и 
позднего органогенеза, а также плодного периода. Это выражается в 
увеличении значения основного показателя генотоксичности -  «момента хвоста 
комет» в клетках костного мозга от 6 до 42,5 раза, а в эмбриональных клетках 
от 4 до 30,5 раза соответственно. Процент апоптотических клеток костного 
мозга и эмбриональных клеток на всех сроках исследований возрастает при 
сенсибилизации в 4,2 -  5,9 раза и в 3,2 -  6,3 раза соответственно по отношению 
к показателям группы контроля. Эмбриотоксический эффект характеризуется 
повышением в 3,9-5,7 раза уровня постимплантационной гибели [5, 16, 22, 23].
16
4. Мариты кошачьего сосальщика стимулируют развитие окислительного 
стресса в клетках печени хозяина, который характеризуется увеличением 
концентраций продуктов перекисного окисления липидов (МДА, ДК), 
снижением активности ферментов-антиоксидантов (СОД, каталаза). При 
экспериментальном описторхозе в печени золотистых хомяков снижается 
общая антиоксидантная активность с максимальной выраженностью этих 
изменений на 60-й день инвазии [4].
5. Антенатальное повреждающее действие описторхисов, регистрируемое 
в постнатальном периоде жизни потомства от самок золотистых хомяков, 
инвазированных кошачьим сосальщиком до наступления беременности, 
проявилось в снижение численности потомства, уменьшении массы тела 
новорожденных хомяков, при этом выживаемость потомства на 25-й день после 
родов была в 2,1 раза меньше по отношению к уровню интактного контроля 
[1,21,28].
6. Комплексная терапия экспериментального описторхоза, включающая в 
себя специфическую (празиквантель), патогенетическую (ибупрофен) и 
антиоксидантную (комплекс витаминов С, Е, p-каротин с селеном) является 
наиболее эффективным способом защиты генома хозяина и его эмбрионов, так 
как максимально приближает значения показателей генотоксичности, 
цитотоксичности и эмбриотоксичности к уровню интактного контроля. Инвазия 
кошачьими сосальщиками у  человека сопровождается генотоксическим и 
цитотоксическим эффектами в лимфоцитах крови пациентов, которые 
характеризуются ростом количества поврежденной ядерной ДНК до 5,16% и 
апоптотических клеток до 3,4%. Комбинированное лечение описторхоза 
человека празиквантелем с ибупрофеном и комплексом витаминов С, Е, р- 
каротин с Se эффективно защищает геном пациентов с описторхозом, так как 
приводит к снижению уровней первичных повреждений ДНК и апоптотических 
клеток до показателей доноров крови [1, 3,10,12, 13 ,14,17,19,24,25,26,27].
Рекомендации по практическому использованию результатов
1. Полученные данные позволяют уточнить механизмы патогенеза 
описторхоза на молекулярно-генетическом уровне. Описторхоз у 
млекопитающих и человека может сопровождаться возможными 
генотоксическими, цитотоксическими и эмбриотоксическими эффектами в 
соматических и эмбриональных клетках.
2. По результатам исследований была разработана и утверждена к 
практическому использованию в Министерстве здравоохранения Республики 
Беларусь инструкция по применению «Комбинированный метод лечения 
описторхоза» (12.06.2013г. рег.№ 045-0413) [29-А]. Произведено внедрение 
результатов исследования в практическое здравоохранение на базе УЗ
«Гомельская областная инфекционная клини’
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;еская больница», УЗ «Витебская^
Б и б л и отека  
Учреждение образования 
“ Витебский государственны й 
ордена Д руж б ы  народов 
м едицинский  университет”
областная инфекционная клиническая больница», УЗ «Жлобинская ЦРБ», УЗ 
«Бешенковичская ЦРБ», УЗ «Мозырская городская больница», УЗ «Кричевская 
ЦРБ». Данные, полученные в результате проведенных исследований, 
используются в учебном процессе на кафедре медицинской биологии и общей 
генетики У О «Витебский государственный ордена Дружбы народов 
медицинский университет».
3. Для защиты наследственного аппарата соматических клеток пациентов 
с диагнозом описторхоз от генотоксического и цитотоксического воздействия 
метаболитов паразитов необходимо применять терапию празиквантелем 
совместно с ибупрофеном и витаминным комплексом, содержащим витамины 
С, Е и В-каротин с селеном.
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РЭЗЮМЭ
Кужэль Дзмггрый Канстанщнав1ч
Г ен атакач н ае , цы татакс!чнае i эм б р ы ятакач н ае  уздзеянне кац ш ага 
смактуна на а р г а т з м  гаспадара
Ключавыя словы: кацшы смактун, ап1стархоз, патагенез,
генатакслчнасць, цытатакачнасць, эмбрыятакйчнасць, камбшаваная тэрашя.
Мэта даследвання -  даследваць цытагенетычнае i эмбрыятаксичнае 
уздзеянш метабалггау кацшага смактуны на саматычныя клети i зарода 
гаспадара у залежнасщ ад працягласщ тэрмшау iHBa3ii, дозы заражэння i стадьп 
цяжарнасщ гаспадара, пры камбшаванай T3panii, а таксама усталяващ, 
першасныя пашкоджант ДНК i узровень апоптоза саматычных клетак чалавека 
да i пасля лячэння атстархоза.
Метады даследавання: паразНалаг!чныя, цытагенетычныя, 6iaxiMi4Hbw, 
статыстычныя.
Атрыманыя BbiiiiKi: метабалйы марыт кащнага смактуны валодаюць 
генатаксичным i цытатакЫчным уздзеяннем на саматычныя i эмбрыянальныя 
клети залащстых хамякоу. Павел1чэнне дозы швазшнага матэрыялу у 2 разы 
пры заражэнш жывёл, прыводз1ць да павышэння эмбрыятаксичнага эфекту у 
7 разоу, а генатаксичнага -  у 6 ,6 -8 ,1  раза у параунанш з групай кантролю. 
Апоптоз клетак пры гэтым павышаецца у 2,1 -  2,3 раза. Вялковы саматычны 
прадукт з тканш anicTopxicay валодае выяуленым генатаксичным, 
цытатакс1чным i эмбрыятаксичным эфектам! у саматычных i эмбрыянальных 
клетках гаспадара пры сешябшзацьп цяжарных самак залащстых хамякоу на 
стадиях ранняга i позняга арганагенеза, а таксама плоднаго перыяду. 
Камбшаванае лячэнне ап1стархоза чалавека i жывёл празиквантелем з 
4бупрафенам i комплексам вггамшау (С, Е, p-каратьш) з селенам эфектыуна 
абараняе геном гаспадара, бо прыводзщь да зшжэння узроуняу першасных 
паппсоджанняу ДНК i апаптатычных клетак да кантрольных паказчыкау.
Нав1зна даследавання вызнычаецца раскрыццём новых аспектау 
патагенеза i эксперыментальнага абгрунтавання спосаба камбшаванага лячэння 
агпстархозу.
Навуковыя BbiHiiri выкарыстоуваюцца у навучальным працэсе у 
медыцынсих ушверстотах i у лячэбных установах рэспубл1н .
Вобласць выкарастання: агульная i медыцынская параз'палопя,
навучапьны працэс.
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РЕЗЮМЕ
Кужель Дмитрий Константинович
Генотоксическое, цитотоксическое и эмбриотоксическое воздействия 
кош ачьего сосальщ и ка на организм хозяина
Ключевые слова: кошачий сосальщик, описторхоз, патогенез,
генотоксичность, цитотоксичность, эмбриотоксичность, комбинированная 
терапия.
Цель работы -  изучит», цитогенетическое и эмбриотоксическое 
воздействия метаболитов кошачьего сосальщика на соматические клетки и 
эмбрионы хозяина в зависимости от продолжительности сроков инвазии, дозы 
заражения и стадии беременности хозяина, при комбинированной терапии, а 
также установить первичные повреждения ДНК и уровень апоптоза 
соматических клеток человека до и после лечения описторхоза.
Методы исследования: паразитологические, цитогенетические,
биохимические, статистические.
Полученные результаты: метаболиты марит кошачьего сосальщика 
обладают генотоксическим и цитотоксическим воздействием на соматические и 
эмбриональные клетки золотистых хомяков. Увеличение дозы инвазионного 
материала в 2 раза при заражении животных, приводит к повышению 
эмбриотоксического эффекта в 7 раз, а генотоксического -  в 6,6-8,1 раза по 
сравнению с группой контроля. Апоптоз клеток при этом повышается в 2,1—2,3 
раза. Белковый соматический продукт из тканей описторхисов обладает 
выраженным генотоксическим, цитотоксическим и эмбриотоксическим 
эффектом в соматических и эмбриональных клетках хозяина при 
сенсибилизации беременных самок золотистых хомяков на стадиях раннего и 
позднего органогенеза, а также плодного периода. Комбинированное лечение 
описторхоза человека и животных празиквантелем с ибупрофеном и 
комплексом витаминов (С, Е, (3-каротин) с селеном эффективно защищает 
геном хозяина, так как приводит к снижению уровней первичных повреждений 
ДНК и апонтотических клеток до контрольных показателей.
Новизна исследования определяется раскрытием новых аспектов 
патогенеза и экспериментального обоснования способа комбинированного 
лечения описторхоза.
Степень использования: в учебном процессе в медицинских
университетах и в лечебных учреждениях республики.
Область применения: общая и медицинская паразитология, учебный 
процесс.
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SUMMARY
Kuzhel Dmitriy Konstantinovich
Genotoxical, cytotoxical and  em bryotoxical influences o f opisthorchis 
felineus on host organism
Key words: opisthorchis felineus, opisthorchiasis, opisthorchosis,
pathogenesis, genotoxicity, cytotoxicity, cmbryotoxicity, combined therapy.
The aim of the study explore the cytogenetic and embryotoxic effects of 
metabolites opisthorchis felineus on somatic cells and embryos host depending on the 
duration of infestation, the dose of infection and pregnancy stage host, in 
combination therapy, as well as to establish the primary DNA damage and apoptosis 
of human somatic cells before and after treatment of opisthorchosis.
Methods of research: parasitological, cytogenetic, biochemical, statistical.
Results: metabolites of marits opisthorchis felineus have genotoxic and 
cytotoxic effects on somatic and embryonic cells of golden hamsters. Increasing the 
dose of invasive material 2 times when infected animals increases the embryotoxic 
effect of 7 times, and genotoxic - in 6,6 -  8,1 times in comparison with the control 
group. Apoptosis thus increases in 2,1 -  2,3 times. The protein product of somatic 
tissues O. felineus has a strong genotoxic, cytotoxic and embryotoxic effects in 
somatic and embryonic cells of the host in sensitizing pregnant female golden 
hamsters in the early and late stages of organogenesis and fetal period. Combined 
treatment of human and animal opisthorchosis praziquantel with ibuprofen and 
complex vitamins (С, E, P-carotene) with selenium effectively protects the host 
genome, as it leads to lower levels o f primary DNA damage and apoptotic cells to 
targets.
The scientific novelty is defined with exploration new aspects o f pathogenesis 
and experimental substantiation method combined therapy of opisthorchosis.
The received scientific results arc used in educational process of the medical 
universities and in the hospitals of the republic.
Application field: common and medical parasitology, study process.
Ш и а .
Б и б л и отека
Учреждение образования 
“ В итебский государственны й 
ордена Д руж б ы  народов 
м едицинский  университет”
25
Научное издание
КУЖ ЕЛЬ Дмитрий Константинович
ГЕНОТОКСИЧЕСКОЕ, ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ И 
ЭМБРИОТОКСИЧЕСКОЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ КОШ АЧЬЕГО 
СОСАЛЬЩИКА НА ОРГАНИЗМ ХОЗЯИНА
Автореферат
диссертации на соискание ученой степени 
кандидата биологических наук
по специальности 03.02.11 -  паразитология
Подписано в печать. SO. Формат 62x84 '/16.
Бумага типографская №2. Печать -  ризография. Гарнитура ТАЙМС. 
Уел. печ. л. / ( Ь /  . Уч.-изд. л. /S 3  . Тираж 60.
Заказ № 9 /7
Издатель и полиграфическое исполнение 
УО «Витебский государственный медицинский университет» 
ЛП № 02330 / 453 от 30.12.2013.
Пр. Фрунзе, 27,210023, г. Витебск
О
Библиотека ВГМУ
0 0 9 0 4 1 4
